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Analyse genetischer Komponenten der Wurzelentwicklung 

M.-Th. Hauser 


Abstract: 

The identification of regulatory genes for the diffe- 
rentiation of root cells is demonstrated using the mo- 
del plant Arabidopsis thaliana. The „mutant analysis“ 
method is documented including a discussion about its 
importance for future studies. 


Pflanzen entwickeln verschiedenartigste Wurzelsyste¬ 
me, die sie zur Wasser- und Nährstoffaufnahme aus 
dem Boden befähigen und in denen Energie in Form von 
Stärke bzw. Zucker gelagert wird. Anderseits dient 
die Wurzel als physikalische Stütze. Angepaßt an die 
unterschiedlichsten Bodenbedingungen und Funktionen 
(z.B. Verankerungs-, Speicher-, Wasseraufnahmefunk¬ 


tion) entwickelte sich im Laufe der Evolution eine 
faszinierende Vielfalt an Wurzelsystemen. 

Diese oft weitverzweigten, unterschiedlich geformten 
Wurzelsysteme entwickeln sich meist aus der Keim¬ 
wurzel oder Primärwurzel durch Bildung von Sekundär¬ 
oder Lateralwurzeln und durch Formveränderungen 
(Speicherwurzeln). Die primäre Wurzel hat ihren Ur¬ 
sprung in der pflanzlichen Embryonalentwicklung im 
Samen. Ihre Architektur ist typisch für die jeweilige 
Pflanze und genetisch determiniert. Andererseits ent¬ 
wickelt sich der Großteil des Wurzelsystems postem¬ 
bryonal und kann stark von Umwelteinflüssen bzw. der 
Bodenbeschaffenheit beeinflußt werden. Zusätzlich zu 
den umweltabhängigen Stimuli wie Bodendurchlässig¬ 
keit, Verfügbarkeit von Wasser, etc., die die Anzahl und 
die Plazierung der Lateralwurzeln dramatisch beein- 
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Abb. 1: Größen- und Wurzelsystem vergleich von Schachtelhalm (Equisetum spp.), Mais (Zea mays). Weizen ( Triticum aesrivum). Schmal wand 
(Arabidopsis thaliana ), Zuckerrübe (Beta vulgaris) und Schneeglöckchen (Galanthus nivalis) modifiziert übernommen von L. Kutschera 
(1960). 
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flussen. gibt es vererbbare Mechanismen, mit denen die¬ 
se Stimuli empfangen und weitergeleitet werden. Diese 
genetisch regulierte Plastizität des Wurzelsystems kann 
als eine der Strategien gesehen werden, mit der die Pflan¬ 
ze ihre Unfähigkeit, sich zu den Nährstoffen hin- oder 
von ungünstigen Bedingungen wegzubewegen, über¬ 
windet. Diese Eigenschaft des Wurzelsystems ist von 
großer ökonomischer und landwirtschaftlicher Bedeu¬ 
tung und beeinflußt die Produktivität auch der oberirdi¬ 
schen Teile der Pflanze dramatisch. 

Entwicklungsgenetik — Mutantenanalyse 

Viele Daten sind über die unterschiedlichen Wurzelsy¬ 
steme und ihren morphologischen Aufbau sowie die ty¬ 
pischen Differenzierungsmuster der einzelnen Wurzel¬ 
gewebe gesammelt worden (Kutschera 1960, 
Kutschera & Lichtenegger 1982, Waisel et al. 1991). 
Doch die genetische Grundlage dieser Vielfältigkeit ist 
noch weitgehend unbekannt. 

So versucht die moderne Entwicklungsgenetik, Gene zu 
charakterisieren und zu isolieren, die die Architektur der 
Embryonal- und Primärwurzel regulieren, das Wachs¬ 
tum (Zellteilung und Zellstreckung) anregen oder die 
Produktion von Lateralwurzel initiieren. Da die Wur¬ 
zelmorphologie durch die Summe der verschiedenen 
Zellformen bestimmt wird, ist auch die Regulation der 
einzelnen Zellformen von fundamentalem Interesse. 
Weiters haben sich die Entwicklungsgenetiker zum Ziel 
gesetzt, die genetischen Mechanismen der Zelldifferen¬ 
zierung, die mit der morphologischen sowie bioche¬ 
misch-physiologischen Spezialisierung der Zelle ein¬ 
hergehen, aufzuklären. 

Gene, die eine regulatorische Funktion haben, sind meist 
nur während eines kurzen Zeitraums in wenigen Zellen 
aktiviert und können daher nur schwer mit klassischen 
biochemischen Methoden isoliert werden. Die Entwick¬ 
lungsgenetiker spüren diese regulatorischen Gene über 
deren Funktionsveränderung bzw. -Zerstörung, die durch 
induzierte Mutationen gesetzt wird, auf. Das Prinzip der 
Mutantenanalyse basiert auf folgender Annahme: Wenn 
ein Gen durch eine Mutation zerstört oder in seiner Funk¬ 
tion verändert wird, kann über den Phänotyp dieser Mu¬ 
tante auf die Funktion des Gens geschlossen werden. So 


bewirkt ein Gen, welches für die gerichtete Zellelonga¬ 
tion der Wurzelzellen verantwortlich ist, bei seinem Aus¬ 
fall eine veränderte Zellform und somit Wurzelmorpho¬ 
logie. Gene, die für die Seitenwurzelbildung verant¬ 
wortlich sind, bewirkten bei ihrem Ausfall „seitenwur¬ 
zellose 11 Pflanzen (Celenza et al. 1995, HETzetal. 1996). 

Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana 

Da die Mutationsanalyse ein aufwendiges Verfahren ist 
und klassische Mendel’sche Genetik mit molekularbio¬ 
logischen und zellbiologischen Analysen benötigt, wur¬ 
de auf internationaler Ebene 1990 ein Genomprojekt für 
eine genetisch leicht analysierbare Modellpflanze, Ara¬ 
bidopsis thaliana (Schmalwand) initiiert. Diese Wild¬ 
pflanze ist mit den Kohlgewächsen ( Brassicaceae ) ver¬ 
wandt und blüht im Mai an Bahndämmen und auf kargen 
Böden auch in Österreich. Sie hat eine kurze Genera¬ 
tionszeit von maximal 3 Monaten und, da sie sehr klein 
(max. 30 cm hoch) ist und ca 3 cm 2 Bodenfläche pro 
Pflanze benötigt, können unter beengten Laborbedin¬ 
gungen bis zu 4—5 Generationen pro Jahr gezüchtet und 
analysiert werden. 

Ein Vorteil gerade Arabidopsis thaliana in großange¬ 
legten Mutantenanalysen für die Aufklärung der mole¬ 
kularen Komponenten der Wurzelentwicklung zu ver¬ 
wenden, ist ihre außerordentlich einfache Wurzel¬ 
architektur (siehe Abb. 3). Zusätzlich begünstigt ihre 
leichte Kultivierbarkeit im Labor und die Transparenz 
ihrer Wurzeln (siehe Abb. 5) die Suche nach Wurzel¬ 
mutanten. Außerdem läßt ihr kontinuierliches und un- 
determiniertes Wurzelwachstum die Beobachtung von 
Zellteilung, -Streckung und -differenzierung über die ge¬ 
samte Generationsdauer zu. 

Um das Wurzelwachstum gut beobachten zu können, 
werden die Keimlinge unter sterilen Bedingungen auf 
vertikalen Agamährböden in Petrischalen kultiviert. Ab¬ 
weichungen vom normalen Wurzelwachstum können 
unter diesen Wachstumsbedingungen sehr leicht detek- 
tiert und analysiert werden. Zusätzlich kann durch ge¬ 
nau definierte Veränderungen der Nährbodenzusam¬ 
mensetzung deren Einfluß auf das Wurzelwachstum 
studiert werden. 
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Abb. 2: Arabidapsis thaliona (Schmalzund. Ackcr-Sehmalwandi 
wird 5 - 30 cm hoch (B) t besitzt eine grundständige BfatUmette (Ai. 
Die Blatter sind länglich und ca. 2-3 cm lang. Die Kronblaller s ind 2- 
4 mm lang und weiß. Bis zu 40 Samen sät/en in 1-2 cm langen Scho- 
len, die waagrecht bis aufrecht absichen (B l Arahidopsis ihuiiana 
w ächst aut mageren Boden und sind kalkmeidend. I rsprüngltch u ahr- 
sehemlich aus den; Himakiva-Gebiet stammend, ist sie in Europa so¬ 
wie m Amerika. Australien, Nord-und Südafrika söw ie Asien weil ver¬ 
breitet. Die Grölienangabe entspricht 1 cm. 

Die Architektur der Arahidopsis tIndiana 
Wurzel 

Der Ursprung der typischen Wurzelarchitektur ist schon 
im Embryo fest gelegt (Scheres et al. 1994). In dieser 
frühen Entwicklungsphase der Pflanze bilden sich zwei 
StammzeNpopulalionen (Meristeme) an den apikalen 
und basalen Polen des Embryos. Zusammen mit post- 


embryonal angelegten Lateralmeristemen produzieren 
die basalen Stammzellen das gesamte Wurzelsystem und 
die apikalen alle oberirdischen Teile der Pflanze. 

Die Stammzellen des primären Wurzelmeristems befin¬ 
den sich - geschützt durch die Wurzelhaube - an der Spit¬ 
ze der Wurzel und sind in Zellringen radial organisiert. 
Durch transverse Teilungen produzieren diese Initial¬ 
zellen Zelllinien, die nach einer Phase der Stellstreckung 
in die verschiedenen Wurzelgewebe < i.e. Epidermis- od. 
Rhizodermis-, Cortex-, Endodermis-, Perizykel-. Stele¬ 
zellen l differenzieren (siehe Abb. 3A. B). 

Bei Arahidopsis i ha! kt na bestehen die vier äußeren Wur¬ 
zelgewebe (Epidermis. Cortex. Endodermis und Perizv - 
kel) nur au*, jeweils einer Zellschicht. Da die postem- 
bryonal gebildeten lateralen Wurzelmeristeme ähnlich 
dem primären Wurzelmeristem aufgebaut sind, und sich 
die meisten Wurzelgewebe durch transverse Teilungen 
vermehren, ist die Anzahl der Zelllinien pro Gewebe 
konserviert. Eine typische /trafr/l/o/wcs-Wurzel besteht 
im Querschnitt aus ca. 19 Epidermiszellen, je acht Cor- 



Abb. 3.; Sc hem all sehe Darstellung des radialen \ A) und longiiudim- 
len AuikiUN i B i einer Arabidapsis thatiana Wurzel. A i Transverter 
Schnitt ca. Imm hinter der Wurzeispitze. Bl Longitudinaler Schnitt 
durch eine Wurzelspitze. Die verschiedenen Zelltypen sind mit un¬ 
terschiedlichen Graustufen markiert. Der Grollen vergleich entspricht 
25fjmj DarstellungwurdeadapiennachD olvn etaL IW; 
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tex- und Endodermis- sowie 12 Perizs kelzeilen. Die Ge¬ 
fäßbündelzellen l Stelezellen) bestehen aus ca. 28 Zei¬ 
len. wobei der Xylem- und Phloemzellen diardi ange¬ 
ordnet sind (siehe Abb. 3A. Dolan et al. 1993) 

Da Pflanzenzellen aufgrund ihres Zellwandaufbaus starr 
miteinander verbunden sind, können größere Zellbewe¬ 
gungen nicht stattfinden. Diese Besonderheit bewirkt, 
daß für die Ausbildung der typischen Wurzel form die 
zeitliche Regulation der Zellteilung sowie die Regulati¬ 
on der Zellteilungsebene und die Orientierung sow ie das 
Ausmaß der Zellstreckung die wichtigsten Parameter 
sind. 


Wurzelentwicklungsmutanten 

Mit Hilfe der Mutantenanalyse konnten nun einige Ge¬ 
ne. die diese Parameter (Zellteilung und Zellstreckung) 
regulieren, identifiziert werden. Für die Initiation des 
Wurzelmeristems nach der Embryogenese konnten bis¬ 
her zwei Gene, „rool meristem less" 1 und 2 (Cheng et 
al. 1995). charakterisiert werden. Andere sind für die ra¬ 
diale Organisation und die Bildung derEndodermis iDf- 
laurenzio et al. 1996. Benfe v et al, 1993) sowie für die 
Zahl der Gefäßbündel- und CortexzellenlSfHEREset al. 
1994,Torres-Rl:iz&Jürgens 1994 (verantwortlich. Ei¬ 
nige dieser Radialorganisationsgene sind gleichzeitig 
auch für die Erhaltung der Zell lei lungsaktivtät des Wur¬ 
zelmeristems verantwort- lieh. Unlängst konnten aus¬ 
schließlich für die postembryonale Wurzelentwicklung 
Mutanten isoliert werden, deren Zellteilung in allen Wur¬ 
zelgeweben unvollständig ist, Diese Mutanten produ¬ 
zieren daher Wurzelzellen, die bis zu 32 Zellkerne be¬ 
sitzen (Hai ser & Benfey 1996. Hai ser et al. 1997. 
Hai ser et ul., in Vorbereitung). Auch konnten mit Hil¬ 
fe der Mutantenanalyse Gene identifiziert werden, die 
bei der gerichteten Zellstreckung einzelner Wurzdge- 
webe (Hai ser et al, 1993. Aeschbacher et a). 1995. 
Hai ser & Benfey 1993. Baskin et al. 1992) eine wich¬ 
tige Rolle spielen, und andere, die die Initiation und Form 
von Wurzel haaren (ScHtEFELBEiN & Somervjlle 1991). 
Schneider et al. 1997) regulieren, 


Zellexpansionsnnitanten 

Beispiele solcher wurzeispezifischen und konditionaler 
Zellexpansionsmutunien von Arabiihpsis tluiliuna sind 
in den folgenden Abbildungen (4 und 5) zu sehen. 

Typisch für diese Wurzelexpunsionsmutarnen sind die 
stark verdickten und verkürzten Wurzeln, deren Aus¬ 
prägung von Wachstumsbedingungen beeinflußt werden 
kann (Hauser & Benfey 1994. Hauser et al. 1995) Der 
Sproß unterscheidet sich kaum vom Wildtyp. und das 
kann als Hinweis angesehen werden, daß die von der 
Mutation betroffenen Gene vorwiegend bei der Wurzel- 
entw icklung eine Rolle spielen. Tatsächlich zeigen zwei 
Gene (pom pom 2 und cudgel) auch einen Effekt auf die 
Pollenfenilität und die Gene procuste 1. pom poml und 
cudgel auf die Hypocoty lelongalion unter etiolicrenden 
Keimungsbedingungen ( Skotomorphogene.se. Hauser 
etal. 1995. Desnos et a!. 1996). 

Obwohl die sechs verschiedenen Mutantenklassen 
äußerlich ähnliche Wurzelphänotypen ergeben, ist ihre 
innere Architektur unterschiedlich. So regulier) dasCob- 
ra Gen die Orientierung der Epidermiszellelongalion. 
Daher entstehen hei seiner Mutation Epidermiszellen. 
deren Zell Streckung ausschließlich radial und nicht w ie 
im Wildtyp longitudinal erfolgt (Abb. 5C und Fi. Inter- 



*- 


Abb 4: \rabidapm ihalianti Wildtyp (A. wti Keimlinge und sechs 
verschiedene gleichaltrige Wur/eiexpansionsmutamen i B, lion's tail. 
C. cobra. D. procusteI. E. pom poml. F.cudgel, G. pom pom 2 1 .die 
auf vertikalen Agamiihrbbden elf Tage kultivier! wurden. DertirnBcn- 
sergleichemspricht Imm. 
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Abb. 5: Wurzelmorphologie von Wildlyp (A. D) und Wurzelexpansionsrnutunien i R, C E-U. Da die Wurzeln von Arabidopm thatiana durch¬ 
sichtig sind, können gan^e Wurzelspitzen <A, B. C. G. H. U unter dem DIC (Differemial-Interferenzkoßtastt Mikroskop photographiert wer¬ 
den. Mit Hilfe transvensen Handschnine I.D-F, J-Ki kann die radiale Organisation der Wurzeln verglichen werden, B und E stammen von der 
Mutante iion\ tail. C und F von der Mutante cobra, G und J von der Mutante proeusie 1. H und K von der Mutante pom pom I und l und L von 
der Mutante cudgel. Der GiöBenvergleich entspricht bei A*C und G-l lOOjim und bei D-F und J-L 25pm. 
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essanterweise verändert sich das Zellvolumen der be¬ 
troffenen Epidermiszellen nicht im Vergleich zu den 
Wildtyp Zellen. Im Gegensatz dazu zeigt die lion’s tail 
Mutante in allen Zellgeweben ein dramatisch reduzier¬ 
tes Zellvolumen und nur die inneren Zellen der Wurzel, 
die Gefäßbündelzellen, sind radial expandiert (Abb. 5B 
und E). Die Mutanten pom pom I und pom pom2 zeigen 
ebenfalls radial expandierte Zellen. Diesmal sind die 
zwei äußeren Zellschichten betroffen und auch das Zell¬ 
volumen dieser Gewebe ist erhöht (Abb. 5H und K). Im 
Vergleich dazu ist bei procustel (Abb. 5G und J) und 
cudgel (Abb. 51 und L) nur die Epidermis von dieser Vo¬ 
lumszunahme betroffen. Dieses Gewebe zeigt auch bei 
diesen beiden Mutanten eine deutliche radiale Expansi¬ 
on. Bei allen Wurzelexpansionsmutanten ist im Ver¬ 
gleich zum Wildtyp jedes Gewebe von einer zwischen 
66% - 95% reduzierten Zellstreckung betroffen. Dieser 
den Wurzelexpansionsmutanten gemeinsame Phänotyp 
ist auch die Ursache für ihre kurzen Wurzeln. 

Betrachtet man also die entscheidenden Parameter der 
Zelisteckung, nämlich Orientierung und Ausmaß, so zei¬ 
gen diese Mutanten, daß diese genetisch unterschiedlich 
und gewebsspezifisch reguliert werden. Diese über Mu¬ 
tantenanalyse identifizierten Gene geben wichtige Hin¬ 
weise über die vererbbaren Komponenten der Zellform¬ 
bildung einzelner Gewebe und somit auch über die 
genetische Regulation der gesamten Wurzelmorpholo¬ 
gie. 


Ausblick 

Im Augenblick werden die meisten durch Mutation iden¬ 
tifizierten Gene kloniert, um ihre molekulare Struktur 
aufklären zu können. Eines dieser Zellstreckungsgene 
Sabre, welches wesentlich für die Cortexzellelongation 
m Arabidopsis thaliana^ \xxzt\n verantwortlich ist,zeigt 
keinerlei Homologie zu schon bekannten Genen 
(Aeschbacher et al. 1995). Es konnten jedoch ortholo- 
ge Gene in Reis, Gerste und Tabak delektiert werden. 
Dieses Ergebnis ist ein Hinweis, daß die an der Modell- 
pflanze Arabidopsis thaliana gewonnenen Erkenntnisse 


auch auf andere Pflanzen übertragen werden könnten. 
Daß diese Analogieschlüsse tatsächlich möglich sind, 
haben kürzlich Forschungsergebnisse an Blühindukti- 
onsgenen gezeigt. In diesem Fall ist sogar ein Gen aus 
Arabidopsis thaliana in Aspen ( Populus tremula x tre- 
muloides) aktiv und kann, wenn es überexprimiert wird, 
die Blühinduktion dramatisch beschleunigen (Weigel & 
Nilsson 1995). 

Mit der Identifizierung und Isolierung von entwick¬ 
lungsregulierenden Genen, beginnt eine neue Ära, die es 
erlaubt, die Bildung der verschiedenen komplexen Wur¬ 
zelsysteme und ihre Adapationsfähigkeiten auf Um¬ 
welteinflüße auf molekularer Ebene zu analysieren, ver¬ 
stehen zu lernen und dieses Wissen sinnvoll anzu¬ 
wenden. 


Zusammenfassung 

An der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wird de- 
mostriert, wie Gene mit regulatorischen Funktionen für 
die Zelldifferenzierung in Wurzeln identifiziert werden 
können. Die Methode der Mutantenanalyse wird vorge¬ 
stellt und ihre Bedeutung für zukünftige Untersuchun¬ 
gen diskutiert. 
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